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Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von 
Graserpollenallergenen 




Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur schnellen und effektiven Isolierung und 
5 Reinigung von fiinf Allergenen der Gruppen 1, 2, 3, 10 und 13 aus Graserpollen. 
Als naturlicher Rohstoff fur die Allergenreinigung dienen die Pollen von SuRgra- 
sern, wie z.B. von Phleum pratense. Die Aufreinigung basiert auf einer erfin- 
dungsgemafcen Kombinantion von hydrophober Interaktionschromatographie, 
Gelfiltration und Kationaustauschchromatographie. Die so erhaltenen Proteine 
10 konnen zur verbesserten Diagnostik von Pollenallergien sowie fur pharmazeuti- 
sche Zubereitungen fur die Therapie von pollenallergischen Krankheiten verwen- 
det werden. 

Allergien vom Typ 1 haben weltweite Bedeutung. Bis zu 20% der Bevolkerung in 
15 industrialisierten Landern leiden unter Beschwerden wie allergischer Rhinitis, 
Konjunktivitis oder Bronchialasthma, die durch in der Luft befindliche Allergene 
(Aeroallergene), die von unterschiedlichen Quellen wie Pflanzen, Milben, Katzen 
oder Hunden freigesetzt werden, hervorgerufen werden. Bis zu 40% dieser Typ 
1-AIIergiker wiederum zeigen spezifische IgE-Reaktivitat mit Allergenen aus Gra- 
20 serpollen (Freidhoff et a!., 1986, J Allergy Clin Immunol 78, 1190-201). 

Bei den Typ 1-Allergie auslosenden Substanzen handelt es sich urn Proteine, 
Glykoproteine oder Polypeptide. Diese Allergene reagieren nach Aufnahme uber 
die Schleimhaute mit den bei sensibilisierten Personen an der Oberflache von 
25 Mastzellen gebundenen IgE-Molekulen. Werden zwei oder mehr IgE-Molekule 
durch ein Allergen miteinander vernetzt, fuhrtdies zur Ausschuttung von Mediato- 
ren (z.B. Histamin, Prostaglandinen) und Zytokinen durch die Effektorzelle und 
damii zu den entsprechenden klinischen Symptomen. 



30 In Abhangigkeit von der relativen Haufigkeit der Allergiker, die IgE-Antikorper ge- 
gen bestimmte Allergene aufweisen, wird zwischen Major- und Minorallergenen 
untRrsnhiftdfin Im Fall vom Liescharas TPhleum oratRnse^ sind hislana Phi d 1 
(Petersen et al., 1993, J. Allergy Clin. Immunol. 92, 789-796), Phi p 5 (Matthiesen 
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und Lowenstein, 1991, Clin. Exp. Allergy 21, 297-307; Petersen et al., 1992), Phi 
p 6 (Petersen et al., 1995, Int. Arch. Allergy Immunol. 108, 49-54) und Phi p 2/3 
(Dolecek et al., 1993) als Majorallergene und Phi p 4 (Lowenstein, 1978, Prog. 
Allergy 25, 1-62) sowie Gruppe 10 und 11 aus Lolium perenne (Ansari et. al., 
5 1987, J. Allergy Clin. Immunol. 80, 229-235) als Minorallergene charakterisiert 
worden. Aulierdem ist kurzlich ein weiteres hochmolekulares Majorallergen be- 
schrieben worden, das als Phi p 13 bezeichnet wurde. Die Allergene der Gruppe 
1 und 13 sind glykosyliert. 



10 



15 



20 




lm Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind die AHergengruppen 1, 2, 
3, 10 und 13 von besonderer Bedeutung. Etablierte Reinigungsmethoden der 
naturlichen Allergene basieren auf der Isolierung von jeweils einzelnen Proteinen. 
Mittels Affinitatschromatographie unter Verwendung von spezifischen Antikorpern 
sind z.B. bisher Gruppe 1 Allergene aus Lolium perenne (Boutin et al., 1996, Int. 
Arch. Allergy Immunol. 112, 218-225) und Phleum pratense (Grobe et al., 1999, 
Eur. J. Biochem. 263, 33-40) gereinigt worden. Diese Methode ist hinsichtlich 
ihrer Kapazitat begrenzt und wird unter Verwendung extremen pH durchgefuhrt, 
so daR der Erhalt der nativen Konformation nicht sichergestellt werden kann. An- 
dere Verfahren basieren auf verschiedenen mehrstufigen Abfolgen chromatogra- 
phischer Schritte. Dabei werden jeweils individuelle Allergene erhalten, wie z.B. 
Gruppe 10 (Ansari et al., 1987, J Allergy Clin Immunol 80, 229-235) oder Gruppe 
3 (Ansari et al., 1989, Biochemistry 28, 8665-8670). Andere Allergene gehen bei 
diesen Methoden verloren oder sind nicht rein darzustellen. 



25 DNA-Sequenzdaten liegen u.a. von Phi p 1 (Laffer et al., 1994, J. Allergy Clin. 
Immunol. 94, 1190-98; Petersen et al., 1995, J. Allergy Clin. Immunol. 95(5). 987- 
994), Phi p 5 (Vrtala et al., 1993, J. Immunol. 151 (9), 4773-4781), Phi p 6 (Peter- 
sen et al., 1995, Int. Arch. Allergy Immunol. 108 (1), 55-59) und Phi p 2 (Dolecek 
et. al., 1993, FEBS 335 (3), 299-304) vor. Mit Hilfe von cDNA-Sequenzen ist es 

30 moglich, rekombinante Allergene herzustellen, die in der Diagnostik und Therapie 
Verwendung finden konnen (Scheiner and Kraft, 1995, Allergy 50, 384-391). 
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Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Allergien 
stellt die Spezifische Immuntherapie oder Hyposensibilisierung dar (Fiebig, 1995, 
Allergo J. 4 (6), 336-339; Bousquet et al., 1998, J. Allergy Clin Immunol. 102 (4), 
558-562). Dabei werden dem Patienten naturliche Allergenextrakte in steigenden 
5 Dosen subkutan injiziert Allerdings besteht bei dieser Methode die Gefahr von 
allergischen Reaktionen oder sogar eines anaphylaktischen Schocks. Urn diese 
Risiken zu minimieren werden innovative Praparate in Form von Allergoiden ein- 
gesetzt. Dabei handelt es sich urn chemisch modifizierte Allergenextrakte, die 
deutlich reduzierte IgE-Reaktivitat, jedoch identische T-Zell-Reaktivitat im Ver- 
io gleich zum nicht behandelten Extrakt aufweisen (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7), 




377-382). 



Eine weitergehende Therapieoptimierung ware mit hochgereinigten Allergenen 
moglich. Definierte Cocktails aus naturlichen Allergenen konnen die bisherigen 

is Extrakte ablosen, da diese aufter den verschiedenen Allergenen eine groftere 
Zahl von immunogenen, aber nicht allergenen Begleitproteinen, die fur die spezi- 
fische Immuntherapie nicht notwendig sind, enthalten. Die Verwendung von All- 
ergen- Cocktails laBt auch die Bereitung von patientenspezifischen Allergenmi- 
schungen entsprechend des Sensibilisierungsspektrums zu. Realistische Per- 

20 spektiven, die zu einer sicheren Hyposenibilisierung mit hochreinen naturlichen 
Allergenen fuhren konnen, bieten modifizierte Allergene, bei denen IgE-Epitope 

I durch irreversible Modifikation der Sekundar- und Tertiarstruktur zerstort werden, 
ohne die fur die Therapie essentiellen T-Zell Epitope zu beeintrachtigen. 

25 Die Erfindung kann ebenso in der In-vitro- und In-vivo-Diagnostik von allergi- 
schen Erkrankungen, speziell der Pollinosis, vorteilhaft angwendet werden. Dazu 
werden die gereinigten Allergengruppen zur Detektion von IgE-Antikorpern in 
etablierten Verfahren eingesetzt. 

30 Bei der Erfindung handelt es sich um ein biochemisches Reinigungsverfahren, 
das uber eine effiziente Drei-Stufen-Reinigung zur Isolierung von 4 Majorallerge- 
nen und 1 Minorallergen aus wassrigen Kurzzeitpollenextrakten fuhrt. Als naturli- 
cher Rohstoff dienen Pollen der Graminaen, wie z.B. Phleum pratense, Lolium 



perenne, Dactylis glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus lanatus 
u.a. Abb. 1 gibt das Aufreinigungsschema der 5 genannten Allergene aus 
Graspollenextrakten wieder. Dabei entsprechen die Allergenbezeichnungen Phi p 
1 bis Phi p 13 den ansonsten im Text verwendeten Bezeichnungen Allergenen 1 
5 bis 13. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Gewinnung von im wesent- 
lich reinen Gras-Allergenen der Gruppen 1, 2, 3, 10, 13, worin ein wafcriger Ex- 
trakt von Pollen der Graminaen hergestellt wird, und die loslichen Bestandteile 
io einer hydrophoben Interaktionchromatographie, einem Gelfiltrations-Schritt und 
gegebenenfalls einer Kationenaustauscherchromatographie unterzogen werden. 

Erfindungsgemaft konnen auch mehrere Schritte einer Chromatographie-Art 
durchgefuhrt werden, in der Regel ist das Verfahren aber so effektiv, daft jeweils 
15 ein Trennungsschritt ausreicht. 

Das Verfahren eignet sich in besonderer Weise fur die Gewinnung besagter All- 
ergene aus den Pollen der Spezies Phleum pratense, Lolium perenne, Dactylis 
glomerata, Festuca pratensis, Holcus lanatus, Poa pratensis, Secale cereale. 

20 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante erfolgt die Extraktion mittels Tris/HCI- 
gepufferter waftriger Ldsung. Es sind jedoch erfindungsgemaS auch andere be- 
kannte waftrige Pufferlosungen einsetzbar. 

25 Fur die Aufreinigung der genannten Allergene werden die loslichen Bestandteile 
des Extraktes eingesetzt. Hierzu wird der Extrakt 3 bis 8 Minuten, vorzugsweise 5 
Minuten bei 18.000 bis 30.000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur weiteren 
Aufreinigung hergenommen. Alternativ kann auch eine Abtrennung der unlosli- 
chen Bestandteile durch andere Methoden, beispielsweise durch Filtration erfol- 

30 gen. 

Der erste chromatographische Aufreinigungsschritt erfolgt mittels hydrophober 
Interaktions-Chromatographie, beispielsweise an Sepharose® . Hierbei werden 




viele Verunreinigungen auf dem Trager festgehalten, wahrend die gewiinschten 
Allergene sich im Durchlauf befinden. Entsprechende andere Tragermaterialien 
konnen ebenfalls eingesetzt werden. 

5 Gegenstand der Erfindung ist somit ein entsprechendes Verfahren, worin mittels 
hydrophober Interaktions-Chromatographie die Gras-Allergene der Gruppen 1, 2, 
3, 10, 13 von anderen Bestandteilen abgetrennt werden. 

Im nachfolgenden Aufreinigungsschritt werden die Gras-Allergene in drei Frak- 
10 tionen getrennt, wobei die Gruppen 1,13 jeweils eine Fraktion und die Gruppen 
2, 3 und 10 die dritte Fraktion darstellen. Gegenstand der Erfindung ist somit im 
speziellen ein Verfahren, worin die Allergene der Gruppe 1 und 13 durch einen 
nachgeschalteten Gelfiltrations-Schritt in separaten Fraktionen erhalten und von 
den Allergenen der Gruppe 2, 3, und 10 abgetrennt werden. 

15 

Letztere konnen dann erfindungsgemafc durch einen nachfolgenden Chromato- 
graphieschritt uber einen Kationenaustauscher voneinander getrennt werden. 
Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren, worin die nach dem Gelfiltra- 
tions-Schritt erhaltenen Allergene der Gruppe 2, 3 und 10 durch eine nachge- 
20 schaltete Kationenaustauschchromatographie voneinander getrennt werden. 

Die Identifikation der genannten an sich bekannten Allergene erfolgt entweder 
uber ihre bekannten unterschiedlichen physikalischen, chemischen, biologischen 
oder immunologischen Eigenschaften, insbesondere mittels isoelektrischer Fo- 
25 kussierung, UV-Absorptionsmessungen, SDS-PAGE und spezifischer Antikorper. 
Diese Verfahren und Techniken sind bekannt und allgemein beschrieben. 

Die Ausbeute der erfindungsgemaft gewonnenen Allergene betragt 0,5 - 1,5% 
bezogen auf das ursprunglich eingesetzte Gesamtprotein der Graspollen. 

30 

Die Erfindung dient auch zur Verbesserung der In-vivo- und In-vitro-Diagnostik im 
Rahmen einer Allergen-Komponenten auflosenden Identifizierung des patienten- 
spezifischen Sensibilisierungsspektrums. Gegenstand der Erfindung ist somit 



Verfahren zur Diagnose von Pollenallergien in vivo und in vitro unter Verwendung 
der gemaS der Anspruche 1 bis 6 gewonnen Allergene. 

Die Erfindung dient ebenfalls zur Herstellung von verbesserten Praparaten zur 
5 spezifischen Immuntherapie von Graserpollenailergien, was durch Abtrennung 
von immunogenen, aberfur die Therapie irrelevanten Extraktbestandteilen er- 
reicht wird. Weiterhin kann durch die chemische Umsetzung der gereinigten All- 
ergene ein Allergoidpraparat erhalten werden. Gegenstand der Erfindung ist so- 
mit auch eine pharmazeutische Zubereitung, welche ein oder mehrere nach dem 
10 erfindungsgemafien Verfahren gewonnenen Allergene sowie ggf. entsprechende 
Hilfs- und Tragerstoffe enthalt. 

Im nachfolgenden wird das Verfahren im Detail beschrieben: 

15 Die Reinigung der naturlichen Allergene aus Lieschgraspollen wird in einem 
Dreischrittverfahren durchgefUhrt (siehe Abb. 1). Nach der wassrigen Extraktion 
mit Tris/HCI-gepufferter Losung (20 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) von Pol- 
len uber 30 Minuten wird der Extrakt durch Zentrifugation, vorzugsweise bei 
20.000 x g funf Minuten lang, separiert. Der Tris/HCI-gepufferte (20 mM Tris/HCI, 
20 1 mM EDTA, pH 8.0) Uberstand wird mit 1 M Ammoniumsulfat versetzt und an- 
schlieSend einer Hydrophoben-lnteraktions-Chromatographie (Phenyl-Sepharose 
High Performance, Pharmacia) unterzogen. Eine typische Saule ist mit 50 bis 100 
ml des Tragermateriais gepackt und wird mit einer FluSrate von etwa 5 ml / min 
betrieben. Die Durchlauffraktion enthalt ausschlie&lich die Proteine von funf AH- 
25 ergengruppen: Gruppe 1 (30-35 kDa), Gruppe 2 (1 1 kDa), Gruppe 3 (12 kDa), 
Gruppe 10 (13 kDa) und Gruppe 13 (55-60 kDa). Es folgt eine Einengung des 
Volumens vorzugsweise durch Ultrafiltration oder Lyophilisation. 

In einem zweiten Schritt werden die Allergene der Gruppen 13 und 1 dann durch 
30 Gelfiltration entsprechend ihrer unterschiedlichen Molekularmassen mit Super- 
dex® 75 prep grade (Pharmacia) oder ahnlichen bekannte fur diese Zwecke ge- 
eignete Tragermaterialien von den niedermolekularen Allergenen getrennt Das 
Elutionsmedium ist vorzugsweise 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat. Die 



Saule wird mit einer Flulirate von etwa 5 ml/min betrieben. Man erhalt drei Frak- 
tionen, welche die Allergene 1,13 Qeweils getrennt) und 2, 3,10 (in einer Frakti- 
on) enthalten. 

Die niedermolekularen Allergene der Gruppen 2, 3 und 10, welche zusammen in 
der dritten Fraktion der Gelfiltration eluiert wurden, werden mittels Kationenaus- 
tauschchromatographie voneinander getrennt. Hierzu wird die lyophilisierte Probe 
in einen waftrigen Puffer, vorzugsweise 20 mM Phosphatpuffer, pH 7.2 aufge- 
nommen und auf eine mit diesem Puffer aquilibrierte Kationenaustauscher-Saule 
(z.B. Source S ®) aufgetragen. Im Durchlauf findet man das saure Allergen 2. 
Durch einen Salzgradienten von 0 - 500 mM NaCI uber etwa 20 Saulenvolumina 
werden die gebundenen Allergene 3 und 10 nacheinander eluiert. Damit ist die 
niedermolekulare Allergengruppe in ihre Einzelallergene separiert. Auch andere 
Kationenaustauschermaterialien konnen erfindungsgemaS eingesetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht also durch das zur Verfugung gestellte er- 
findungsgemafce Verfahren, welches sich durch die spezielle Abfolge der Chro- 
matographieschritte sowie die Wahl der Chromatographiemedien auszeichnet, 
eine hochskalierbare, technologisch umsetzbare Produktionsmethode zur Ge- 
winnung von mehreren hochreinen, naturlichen Graser-AIIergenen mit geringem 
Arbeits-und Zeitaufwand. Da die angewendeten Reinigungsverfahren sehr scho- 
nend fur Proteine sind, bleiben deren Konformationen und Antigenitat erhalten. 
Dies ist eine Voraussetzung fur eine erfolgreiche Diagnostik von allergischen Er- 
krankungen. 




Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung von im wesentlich reinen Gras-Allergenen der Grup- 
pen 1, 2, 3, 10, 13, dadurch gekennzeichnet, daS ein wa&riger Extrakt von Pollen 
5 der Graminaen hergestellt wird, und die loslichen Bestandteile einer hydrophoben 
Interaktionchromatographie, einem Gelfiltrations-Schritt und gegebenenfalls einer 
Kationenaustauscherchromatographie unterzieht . 




2. Verfahren gemaG, Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS Pollen der Spezi- 
10 es Phleum pratense, Lolium perenne, Dactylis glomerata, Festuca pratensis, 

Holcus lanatus, Poa pratensis, Secale cereale zur Extraktion verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da& die Extrakti- 
on mittels Tris/HCI-gepufferter waBriger Losung erfolgt. 



15 



20 




25 



30 



4. Verfahren nach einem der Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daG 
in einem ersten Schritt mittels hydrophober Interaktions-Chromatographie die 
Gras-Allergene der Gruppen 1, 2, 3, 10, 13 von anderen Bestandteilen abge- 
trennt werden. 

5. Verfahren gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG die Allergene der 
Gruppe 1 und 13 durch einen nachgeschalteten Gelfiltration-Schritt in separaten 
Fraktionen erhalten und von den Allergenen der Gruppe 2, 3, und 10 abgetrennt 
werden. 

6. Verfahren gemaG Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daG die nach dem 
Gelfiltrations-Schritt erhaltenen Allergene der Gruppe 2, 3 und 10 durch eine 
nachgeschaltete Kationenaustauschchromatographie voneinander getrennt wer- 
den. 

7. Verfahren zur Diagnose von Pollenallergien in vivo und in vitro unter Verwen- 
dung der gemaG der Anspruche 1 bis 6 gewonnen Allergene. 
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8. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend ein Oder mehrere nach einem der 
Anspruche 1 bis 6 gewonnenen Allergene sowie entsprechende Hilfs- und Tra- 
gerstoffe. 
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Zusammenfassung: 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur schnellen und effektiven Isolierung und 
5 Reinigung von funf Allergenen der Gruppen 1, 2, 3, 10 und 13 aus Graserpotlen. 
Die Aufreinigung basiert auf einer erfindungsgemaSen Kombinantion von Hydro- 
phober-lnteraktionschromatographie, Gelfiltration und Kationaustauschchromato- 
graphie. Die so erhaltenen Proteine konnen zur verbesserten Diagnostik von 
Pollenallergien sowie fur pharmazeutische Zubereitungen fur die Therapie von 
10 pollenallergischen Krankheiten verwendet werden. 
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